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Cephem系 経口抗生物質7432-Sの 免疫学 的性質
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塩野義製薬株式会社研究所*

新規経 口セ フェム系抗生物質7432-Sの 免疫学的性質を しらべた。

1) モルモ ッ トに7432-Sを 反復経 口投与 した場合,及 び,7432-Sそ の ものを反復筋肉内注射

した場合 には,抗 体検出方法(能 動 アナフ ィラキ シー ・シ ョック,同 種PCA及 びELISA)の 如

何 を問 わず,抗 体 産生 を み とめなか った。 ただ,7432-Sを 含むFCAエ マル ジ ョン(FCA:

Freund's complete adjuvant)を くり返 し注射 して免疫 した動物群の ごく少数 の個体 には,感 度

の高いELISAに よ る検定で,強 くはないが明瞭な抗体産生が見出 された。 しか し,FCAエ マル

ジ ョンを注射す る場合,他 のセフェム系抗 生物質,た とえばセファロシン(cephalothin, CET)や

セ ブメタゾール(cefmetazole, CMZ),に 対 して は7432-Sに 比べ。よ り高頻度 に明確 な抗体産生

が認 め られるとい う知 見か らみれば,7432-Sに 対す る抗体産生は低い といえる。なお本実験で,

対照薬として用いたセファクロ-ル(cefaclor,CCL)は 上記の免疫条件で抗体産生を示さなか った0

2) C57BL/6Jマ ウスに7432-S,CCLあ るいはセフチゾキ シム(ceftizoxime,CZX)のFCA

エマル ジ ョンを反復 した場 合,ELISAに よる検定で は,ど の薬物 も抗体産生を示 したが,ラ ッ ト

PCAに よ る検定で はいずれ の薬物 もLgE応 答を示 さなか った。C3H/Heマ ウスを用 いた場合 も,

CZXのFCAエ マル ジ ョン注射群の1例 がIgE抗 体を産生 したという点 を除 き,C57BL/6Jマ ウ

スと同 じ結果が得 られた。

3) 7432-SのBGG結 合体(BGG:ウ シ γグロブ リン)で 免疫 したモ ルモ ットに7432-Sを

チャ レンジ した結果,能 動 アナ フィラキシー ・シ ョックはみとめ られなか った。 また,7432-S-

BGGで 免疫 したモ ルモ ッ トやマ ウスの抗血清で受 動局所感作 を成立 させておいたモ ルモ ッ トや

ラ ヅトに7432-Sを 経口的にあるいは静脈 内にチャ レンジした場合,PCAは 惹起され なか った。

この ことよ り,7432-Sは 過敏症誘発原性を持たないと言え る。

4) 各種 β-ラ クタム抗生物質のBGG結 合体 に対す る抗血清を抗体試料 とし・各GpSA結 合

体(GpSA:モ ルモ ッ ト血清アルブ ミン)を 誘 発原 と したPCAに より,7432-Sハ ブテ ンと他の

抗生物質ハ プテ ンとの間の免疫学 的交差反応性 を検定 した ところ,7432-Sハ プテ ンはCZXハ プ

テ ンとの間に交差反応性 を示すが,ペ ニ シ リンG(penicillin G, PCG), CET, CMZ, CCL,ラ

タモキセブ(latamoxef, LMOX),ハ プテ ンとの間には交差反応を起 こさないことが明 らか とな っ

た。 しか し,C3H/Heマ ウスの抗血清によるラ ットPCAに おいては,7432-Sハ プテ ンは上記の

市販抗生物質ハ ブテ ンのいずれ とも交差 反応性を示 さなか った。

5) 赤 血球 膜に対す る作用の一 つ と して,MOLTHAN法 による ヒ ト赤血球 直接 クームス反応陽

性化作用を し らべ他剤のそれ と比較 した。CETは5～10mg/ml,及 びPCGは40mg/mlの 濃度

でクームス反応 を陽性化 したが,7432-Sは40mg/mlで も陽性反応を起 こさなか った。

以上の結果 よ り,動 物 におけ る7432-Sの 抗原性 は市販のセ フェム系抗生物 質のそれよ りも明

らかに弱 く,ヒ トにおいて も,本 剤がア レルギー性副作用を ひき起 こす可能性は小 さいであろうと

推察 され る。

Key words: 7432-S,免 疫原性,過 敏症誘発原性,免 疫学的交差反応性,ク ームス反応

β-ラ ク タム抗生物質が一部の患者において種 々のア

魂ルギ ー性 副作用 を呈す るこ とはよ く知 られ てい る。

従って,新 しいβ-ラ クタム抗生物質を開発す る場合,

副作用防止の一助と して。 その免疫学的性質 を動物 レベ

ルで実験的に しらべてお くことは不可欠で ある。本報で

は現在開発が進め られている新 しい経口セフェム系抗生
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Fig.1 . Chemical structures of test compounds.

物質7432-Sの 抗原性、及 び ヒ ト赤血球 直接 クームス

反応陽性化作用を市販の抗生物質のそれと比較 した。抗

原性検定に当 り,ア レルギー性副作用と して は最 も重篤

なシ ョック,あ るいは最 も頻度の高い皮疹が含 まれるI

型過敏症の発現を 中心に実蒙を行 った。

I. 材 料 及 び 方 法

1. 実験動物

免疫用動物 と して,モ ルモ ット(SPFハ ー トレー系,

雌,250～3009,日 本 チ ャールス ・リバ ーCrj),及 び

C3H/Heな らびにC57BL/6Jマ ウス(い ずれ もSPF,

雌,6週 令,塩 野義製薬 油 日ラボ ラ トリーズ,Shi)を

用いた。PCAレ シピエン トとしてはモルモ ッ ト(上 記)

及びWistar/Shiラ ッ ト(SPF,雌,7週 令)を 使用 し

た。 これ らの動物 は1～2週 間の予備飼育の後,実 験 に

供 した。

2. 薬 物

被 験 物 質 と して7432-S(LotNo.56812.力 価870

μg/mg)を 用 い,対 照 物 質 と して セ フ ァ ク ロ ー ル

(cefaclor, CCL,塩 野 義,LotNo.256GK5A),ペ ニ

シ リ ンG(penicillinG,PCG,明 治 製 薬,LotNo.

GLD10),セ フ ァ ロ シン(cephalethin, CET,塩 野義,

Lat No.KF4204),ラ タモキ セ フ(latamoxef, LMOX,

塩野義,Lot No.KK06),セ フメ タゾール(cefmetazole,

CMZ,三 共,Lot No.515E)及 び セ フ チ ゾ キ シ ム

(ceftizoxime,CZX,藤 沢 薬 品,LotNo.JA-3210)

を 用 い た。 これ らの 薬 物 の化 学 構 造 を 図1に 示 した。

3. 抗 生 物 質 と蛋 白質 と の結 合 体 の 調 製 な らび に その

ハ プ テ ン含 量 の 測 定

キ ャ リア ー蛋 白質 と して ウ シ γ-グ ロ ブ リン(BGG,
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Sgnna)及 び モ ル モ ッ ト血 清 ア ル ブ ミ ン(GpSA,

Sigma)を 連び,LEVINE et al.1)に 準 じて抗生物 質の

蛋白質結合体を調製 した。すなわち,7432-S6.0g(14.6

mmol)を 生理食塩水40mlに 懸濁 させ,氷 水浴中冷却

下にNaHCO32.71g(32.3mmol)を 加え,15分 間

撹拌 して溶解 させ る。 これ に蛋 白質溶液(各19を40

mlの 生理 食塩水 に溶解 した もの)を 加 え,さ らに20

mlの 生理食塩水 で蛋 白質を洗い込む。得 られ た混合 液

を自動滴定 装置(pH Stat, Radiometer社)に セ ッ ト

し,外 管 に30℃ の温水を循環 させ なが ら1N NaOHで

pH10を 維持 しつつ72時 間撹拌 反応す る。その後,反

応液を蒸留水に対 して,4℃ にて72時 間(こ の間 に8.5

1の 外液 を5回 交換 す る)透 析す る。透 析後 ミリポァ

フィルターで濾過 した後,凍 結乾燥 を行 った。CCLの

蛋白質結合体 も同様 の方法で 調製 したが,こ の 場合 は

pHを9.2に 保 ち,24時 間 の反 応 を行 っ た。PCG,

CET, CMZ及 びLMOXの 蛋 白質結 合の調製 も同様の

方法によったが,反 応条件の詳細は別報2)を 参照 され た

い。

このように して得 られ た各種抗生物質 の蛋 白質結合体

のハプテン含有量 はEBATA et al.3)の方 法によ って測

定 した。本報 にて使用 した蛋 白質結合体の組成 は下記の

通りである。

7432-S30-BGG 7432-S15-GpSA

CCL10-BGG CCL7GpSA

PCG55-BGG PCG80-GpSA

CET33-BGG CET24-GpSA

CMZ56-BGG CMZ45-GpSA

CZX34-BGG C2X27-GpSA

LMOX19-BGG LMOX28-GpSA

4. 免疫方法

7432-Sは 経口剤 として開発 される ことにな ってい る

が,抗 原性の検定は本剤 を経 口投与 した場合 と非経口投

与 した場合の双方について実施 した。

1) モ ルモ ッ トの免疫

モルモ ッ トを10～20匹 か ら成る8群 に分 け,そ れ ぞ

れ次のよ うな条件 で免疫 した。

第I群(10匹)200μA,10秒ON-10秒OFF/3分

間の ソニケ ー シ ョンによ って均一化 した7432-Sの 生

理食塩水懸濁 液(20mg/ml)0.5mlを,週3回 の割

で2週 間に亘 り計6回,経 口投与す る。

第II群(10匹)7432-Sの 生理食塩 水懸濁液(4mg/

ml)0.25mlを,週3回,2週 間 に亘 つて計6回,大

腿部筋肉内に注射す る。

第III群(10匹)7432-Sの 生理 食塩水懸濁液(10mg/

mi)に 等量 のFreund's cemplete adjuvant(FCA,

Difco)を 加えて調製 したエマル ジョン0.2mlを,週2

回の割合で3週 闇 に亘 うて叶6回,腹 腔内に注射する。

第IV群(20匹)7432-S-BGGの 生理食塩 水溶液(10

mg/ml)に 等量のFCAを 加えて得たエ マル ジ ョン0,2

mlを1週 間隔で3回,腹 腔内に注射する。

第V群(10匹)7432-Sと 同 じくソニケ ーシ ョンに

よって均 一化 したCCLの 生理 食塩水懸濁 液(20mg/

ml)を 調製 し,第1群 と同 じ要領で免疫 を行 う。

第VI群(10匹)CCL懸 濁液(4mg/ml)を 調製 し,

第 皿群 と同 じ条件で免疫を行 う。

第VII群(10匹)CCL懸 濁液(10mg/ml)に 等量 の

FCAを 加えてエ マルジ ョンを調製 し,第III群 と同様の

条件で免疫 を行 う。

第VIII群(10匹)CCL-BGGの 生理 食塩水 溶液(10

mg/ml)と 等量 のFCAと か ら成 るエマル ジ ョンを調

製 し,第IV群 と同 じ条件で免疫を行 う。

第IV及 びVIIIの2群は最終回免疫の2週 後 に,他 の6群

は4週 後 に心臓か ら少量採血 し,さ らに2～3日 経過 し

てか ら能動 アナ フィラキシー ・シ ョック試験 に供 した。

なお,以 上の8群 の他に,抗PCG-BGG,抗CET-

BGG,抗CMZ-BGG,抗LMOX-BGGな らびに抗

CZX-BGG血 清を得 るため1群10匹 の5群 を設 け,

第IV及 び第VIII群と同 じ条件下 に各BGG結 合体のFCA

エマルジ ョンで免疫 し,最 終回注射の2週 後 に採血を行

ない,群 毎 に各個体 の血清を等量ずつプール した。

2) マウスの免疫

C3H/He及 びC57BL/6Jマ ウスをそれぞれ10～20匹

から成る6群 及び5群 に分け,次 のように免疫 した。

i) C3H/Heマ ウス

第I群(10匹)モ ルモ ッ ト第III群と同様 の要 領で,

7432-Sを 生理 食塩水 に懸濁 させ(10mg/ml),等 量

のFCAを 加え てエマル ジ ョンをつ くり,0,2mlを 週

2回 の割合で3週 間に亘 って計6回,腹 腔内に注射す る。

第II群(10匹)7432-S-BGGを 生理食 塩水 に溶 か

し,桂4)の 方法 に従 ってAl(OH)3ゲ ルに吸着 させ る。

ゲ ル懸濁液1mlにAl(OH)3が5mg,7432-S-BGG

が10μg含 まれ るよ うに濃度調 整を行い,1匹 当 り,

毎回 その0.2mlを 腹腔 内に注射す る。 こ うした処置を

1週 間隔で3回 実施す る。

第III群(10匹)モ ルモ ッ ト第VII群と同 じ要領でCCL

を生理食塩水に懸濁 させ(10mg/ml),FCAと のエマ

ル ジ ョンをつ くり,第1群 と同 じ要領 で免疫を行 う。

第IV群(10匹)第II群 と同様に してCCL-BGGの

Al(OH)3ゲ ル吸着物による免疫を行 う。
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第V群(10匹)第1及 び第III群と同様に してCZXの

FCAエ マル ジ ョンでの免疫を行 う。

第VI群(20匹)第II及 び第IV群 と同様にCZX-BGG

のAl(OH)sゲ ル吸着物 による免疫 を行 う。

第I,第III及 び第V群 は最終回注射の4週 後に,第II,

第IV及 び第VI群 は2週 後 に心臓か ら採血 し,抗 血清を得

た。第1～V群 の血清は個体別 に採取 し,個 体 ごとに抗

体産生を しらべたが、抗VI群 は免疫学的交差反応性検定

に用 いることを主た る目的 と したために,20匹 分 の血

清をプール し,プ ール した血清 について実験を行 った。

なお,こ れ らの6群 の他 に,免 疫学的交差反応性の検定

に用 い る抗PCG-BGG,抗CET-BGG,抗CMZ-

BGG,抗LMOX-BGG血 清を得 るために,4群(1

群10匹)を 設 け,第II群 と同 じ要 領で各 抗生物 質の

BGG結 合体 のAl(OH)s吸 着物 に対す る免疫を行 い,

量終回注射 の2連 後 に抗血清を採 りそれぞ れプー ル し

た。

ii) C57BL/6Jマ ウス

第I群 (12匹)C3H/Heマ ウスの第I群 と同 じ要領

で7432-Sに 対 して免疫を行 う。

第II群 (10匹)7432-S-BGGを 生理食塩水 に溶解

し(10mg/ml),等 量のFCAと と もにエ マル ジ ョン

とし,そ の0。2m1を1回 腹腔内に注射する。

第II群 (10匹)C3H/Heマ ウスの第III群と同 じ要領

でCCLに 対 して免疫を行 う。

第IV群 (10匹)C57BL/6Jマ ウスの第II群 と同様 に

してCCL-BGGのFCAエ マル ジ ョンをつ くり,1回

腹腔内注射を行 って免疫す る。

第V群 (10匹)C3H/Heマ ウスの第V群 と同 じく,

CZXのFCAエ マルジ ョンを注射 して免疫する。

第I,第III及 び第V群 は最終回注射の4週 後に,第II

及 び第IV群 は1回 注射8日 後に採血 した。

5. モルモ ッ トの能動アナフィラキ シー・シ ョック試験

上述の諸条件 で能動免疫を行 った第IV群 を除 く7群 の

モルモ ッ トのそれぞれ半数の個体には対応する抗生物質

10mgを 経 口的 に投与 し,残 り半 数に は対応 した多価

誘発原(各GpSA結 合体)1mgを 静脈 内に注射 して

アナ フィラキ シー ・シ ョックの発現 を観察 した。 第IV群

に関 して は,動 物を3つ の小群に分 け,そ れぞれ7432-

Sの 経 口 投 与,7432-Sの 静 脈 内,及 び7432-S-

GpSAの 静脈 内チ ャ レンジを行 った。7432-Sを 静脈

内に投与す るにあたり,7432-Sを 生理食塩水に懸濁 し,

第1群 の免疫操作 におけ ると同様,ソ ニケー シ ョンを行

い静注可能 な微細粒子 と した。陰性対照 として正常 モル

モ ッ トに各種誘発原をチ ャレンジ し,ど の誘 発原 も非特

異的刺激による シ(ッ ク症状をひき起 こさない ことを確

認 した。アナ フィラキシー ・ショ ックの程度を次の4段

階 に区分 した。

軽 度:耳 の充血,口 を もぐつかせ掻顔動作を示す,

立毛

中等度:チ アノーゼ,吃 逆発作 の反復

重 篤:チ アノーゼ,強 い吃逆発作のため横転死亡

6. モルモ ッ ト同種PCA(免 疫学的交差反応性検定

の場合を除 く)

正常モルモ ッ トの皮内に第1～ 第糧群の各個体の血清

を希釈 せずに0.05m1ず つ注 射 し,4時 間後,あ るい
ぼ

は24時 聞後 にエバ ンス青5mgを 静注す るとと もに誘

発原をチ ャレンジ してPCA惹 起 を試みた。検定は,誘

発原 と して抗血清に対応 した抗生物質 その もの10mg

を経口的 に(第1～VIIIの8群 の血清 の場合),あ るいは

静脈内に(第IV群 血清にソニ ケーシ ョンにより微細粒子

状 に した7432-Sの 生理食 塩水懸濁液 を反 応 させ る場

合)投 与す る系 と,対 応GpSA結 合対1mgを 静脈内

に投与す る系について行 なった。各血清 に関 して,3例

ずつの レシピエ ン トを用 いたTriplicate testを 実施 し

た。チャ レンジの60分 後に動物を殺 し,直 径5mm以

上 の青色斑が1～3例 の レシピエ ン トにて観察 され る場

合をPCA陽 性と判定 した。

7. マウス抗血清 によるラ ッ トPCA(免 疫学的交差

反応性検定の場合 を除 く)

各免疫群 のマウス抗血清を希 釈せず に0.05mlず っ

Wistar/Shiラ ッ トの皮内に注 射 し,24時 間後に,対 応

す る抗生物 質10mg(経 口的また は静脈 内)あ るいは

対応GpSA結 合体1mg(静 脈 内)を チ ャ レンジ した。

チ ャレンジの直前にエバ ンス青5mgを 静注 してお き,

チ ャレンジの1時 間後に判定 した。 ラ ットのPCAは2

例ずつの レシピエ ン トを用 いたDuplicate testと し,

いずれか一 方 また は双 方の レシピェ ン ト噸 径5mm

またはそれ以上の青色斑が生 じた場合をPCA陽 性 と判

定 した。

8. 7432-Sと 他 の β-ラ クタム抗生物質 との間の免

疫学的交差反応性

7432-Sの 交差 反応性 をモルモ ッ ト同種PCA(4時

間感作)と マウスIgE抗 体に よるラ ッ トPCAを 指標

として検定 した。すなわち,各 抗生物質のBGG結 合体

を含むFCAエ マルジ ョンで免疫 されたモ ルモ ッ トの血

清をそれ ぞれ プール し,生 理食塩水によ ってそれ らの2

倍段階希釈 系列をつ くる。各 抗血清希釈 液0.05mlを

モルモ ッ トの皮内に注射 し,4時 間感作の後,誘 発原と

して対応及 び非対応 のGpSA結 合体1mgを エバ ンス
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青5mgと ともに静 注 し,PCA陽 性 を示す 抗血清プ ー

ルの最高希 釈度を比 較 した。 また,C3H/Heマ ウス由

来の,各 抗 生物質 のBBG結 合 体 …Al(OH)3ゲ ル吸着

物…に対 す る抗 血 清 プー ル を用 い た ラ ッ ト24時 間

PCAの 場合 も同様 に検 定 した。 この場合,抗7432-

S-BGG血 清及び抗CCL-BGG血 清と して は,そ れぞ

れ第皿及び第IV群 と同 じ条件で新 たに免疫 した20匹 の

血清をプール した ものを用 いた。 モルモ ットPCAで は

Triplicate testを,ラ ッ トPCAで はDuplicate test

を行った。

9. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

抗体のIsotypeを 問 わず、血 清の総抗体 活性 を測定

するinvitro試 験 と してELISAを 実施 した。Nunc社

の96穴 マ イ ク ロ プ レー トに7432-S及 びCCLの

GpSA結 合体(2μg/ml)0.1mlを 注入 し。3～6

℃にて一 晩放置 して抗原吸着を行 う。抗原液を吸引除去

し,0.05%Tween20を 含 む燐酸緩 衝液加 生理食 塩水

(PBS)を 用 いて3回 洗浄 したのち,0.05%ウ シ血 清ア

ルブミン(BSA,Sigma)を 含むPBSで 希釈 された正

常血清または抗血清0.1mlを 加え,37℃ にて60分 間

反応させる。再 び3回 の洗浄によ って未反応7一 グロブ

リンを除去 した後,PBSで500倍 に希釈 したパ ーオキ

シダーゼ標識二次抗体0。1m1を 作用 させ る。二 次抗体

としてはヤギ抗 モルモ ッ トIgG血 清(H及 びL鎖 特異

的,Cappel社,)及 びヤギ抗マ ウス(IgA+ IgG+ IgM)

血清(Cappel社,)を 使用す る。37℃ にて60分 間のイ

ンキュベーシ ョンを行 った後,4回 洗浄 し。基質液 とし

て0.08%5-amino-2-hydroxybenzoicacid (9容)

と0.05%過 酸化水素水(1容)の 混合液0.1mlを 注入

する。室温にて1時 間放置 した後,0.1N苛 性 ソーダ0.1

mlを 加えて反応を停止 させる。405nmの 吸光度をオー

トリーダで測定(Reference620nm)す る。同様の測定

をunconjugated GpSAを 吸着 させ たウ ェルにつ いて

も実施す る。対応抗生 物質 のBGG結 合体 と抗血清 との

反応による吸光度 か らgnconjugated GpSAと 抗血 清

希釈液との反応によ る吸光 度を差 し引 いた値(即 ち,抗

生物質ハ プテ ンと抗血清 との反応による吸光度)をA,

同様に して得た抗生物質ハプテ ンと正常血清希釈液の反

応による吸光度をBと し,モ ルモ ッ ト抗血清の場合Aが

Bの2倍 以上の値 を示す ものを抗体陽性 と した。但 し,

Nunc社 のマ イクロプ レー トではマウスの正常血清での

非特異反応(Bの 値)が か なり高 く,モ ルモ ッ ト抗血清

におけるの と同一 の判定基準では,希 釈度 の高 い場合に

は非特異反応が消去 されるため問題がないが,希 釈度の

低い場合 には特異反応が非特異反応 に遮蔽されて しまう

という事態が起 こる場合があ ったので,マ ウスの抗血清

に関 して は判定 基準 を変更 し,A>B+0.1の 場 合を抗

体陽性 とした。

10. ヒト赤血球 直接 クームス反応陽性化作用

血液型0型 及びA型 の健常男子6名 のヘパ リン加血液

を使用 し,3つ のメーカーの クームス試薬(ミ ドリ十字

Lot No.025,オ ル ソーLotNo.HH851D-A,東 京標

準Lo tNo.15-1)を 用 いてMolthan法 に よ って

7432-Sの 直接 クーム ス反応陽性化作用を しらべ,対 照

薬物(CET,PCG及 びLMOX)の それと比較 した。術

式 については既報 のを参照 されたい。 なお,ク ームス試

験 では,7432-Sは 水 に対す る溶解度が低 いので,可 溶

性 のNa塩(7432-S-Na,製 造No.F002NN)を 用 い

た。

II. 実 験 結 果

1. モルモ ッ トにおけ る7432-Sの 免疫原性 及び過

敏症誘発原性の検定

1) 能動アナフィラキシー ・シ ョックによる検定

上述の条件で免疫 した場合、第 豆及 び,第 履群では免

疫 中にそれぞれ1匹 が死亡 した(死 亡原因不明)が,そ

の他 の群で は全例 が生 存 した。表1に 示 した よ うに,

BGGと 結合 させ た7432-Sで 免疫 した第IV群 で は,

7432-Sハ プテ ンに対 して能動感作が成立 し,多 価誘発

原7432-S-GpSAを チャ レンジす ると全例 が ショック

のために死亡 した。 しか し,こ のよ うに感作が成立 して

い る動物 に7432-Sを 経 口 的 に,あ るい は静脈 内 に

チャ レンジ した場合 にはシ ョック症状は全 くみ とめ られ

なか った。 この結果か ら,7432-S自 体は過敏症 誘発原

性 を示 さないと言え る。一方,7432-S自 体を免疫原 と

して使用す るときは,経 口免疫を行 った場合(第1群)

に も,筋 注 によ る免疫を行 った場合(第 皿群)に も,さ

らには7432-SのFCAエ マル ジ ョンの注射を行 った場

合(第 皿群)に も感作 には成立せず,多 価誘発原7432-

S-GpSAチ ャ レンジ後,何 らシ ョック症状を観察す る

ことはで きなか った。 この結果か ら,7432-S自 体はモ

ルモ ッ トにおいて組織感作 を起 こさない と考 え られ る。

対照薬物 として使用 したCCLに 関 して は.7432-Sと

同様,免 疫原性 も過 敏症誘発原性 も見出 され なか った。

なお,陰 性対照 として正常 モルモ ットにそれぞれの誘発

原 を経 口的 に または静脈 内に投与 したが,こ の場 合 も

シ ョック症状は全 くみとめ られ なか った。

2) 同種PCAに よる検定

7432-Sお よびCCLの 免疫 原性,な らびに過 敏症誘

発原性の検定は同種PCAに よ って も行われ た。表2に
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Table 1 . Immunogenicity and shock-eliciting antigenicity of 7432-8 and cefaclor in guinea 

pigs assayed by means of active systemic anaphylaxis

Table 2. Immunogenicity and PCA-eliciting antigenicity of 7432-S and cefaclor 

in guinea pigs assayed by means of allogeneic PCA

*) Latentperiod: 4 hours in case of the combination of anti-antibiotic-BGG sera with 
homologous GpSA conjugates, and 24 hours in the other cases.
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Table 3 . Immunogenicity of 7432-S and other cephaloeporin antibiotics in guinea pigs assayed 

by means of ELISA

*) Antibody titers against homologous GpSA conjugates

Table 4 . Immunogenicity in mice and PCA-eliciting antigenicity in rats of 7432-S and other 

cephaloporin antibiotics assayed by means of rat PCA

*) Pooled serum consisted of equal amounts of 10 sera.
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示 したよ うに,7432-8-BGGやCCL-BGGで 免疫 さ

れ た動物 の血清 にそれぞれ対応 したGpSA結 合体を作

用 させ た場合,す べての血清についてPCA陽 性を得 た。

しか し,7432-Sお よびCCLの2種 類 の抗生物質 を免

疫原 と した場合 には,免 疫方 法や誘発原 の如何 によ ら

ず,PCAは 陰性であ った。

さ らに。7432-S-BGGに 対 す る抗血 清 で感 作 した

動物 に7432-Sを 経 口的に,あ るいは7432-S-Na塩

を離脈内に投与 した場合 もPCAは 惹起 されなか った。

同様の結果が,抗CCL-BGG血 清感作動物 にCCL経

ロチ ャレンジした場合にも得 られた。

このよ うに,PCAに よる検定結果は能動 アナフィラ

キ シーでの結 果 と一致 し,7432-Sお よ びCCLに は免

疫原性 もPCA誘 発原性 もみ とめられなか った。

3)ELISAに よる免疫原性の検定

アナフ ィラキ シー性 の抗体 のみな らず,IgMやIgA

あるいはIgG2等 の非アナ フィラキ シー性 抗体を も含め

た,血 清中の総 抗体活 性をELISAに よ って検定 した

(表3)。

7432-S-BGGあ るいはCCL-BGGに 対す る抗 血清

は,い ずれ も1110,000以 上 の高 い抗 体価を示 した。

7432-SのFCAエ マルジ ョンで免疫 した第皿群 では,

10例 中2例 が1:1,000,1例 が1:100,も う1例 が

1:10の 抗体価 を示 したが,ア ジュバ ン トを使用 せず,

7432～Sの みを経 口的にあるいは筋肉内に反復投与 した

場合(第1及 び第 皿群)に は抗体活性を示す血清は見出

されなか った。対照薬CCLに 関 して も,ア ジュバ ン ト

の存在下,非 存在下を問わず抗体産生 は全 くみ とめ られ

なかった。

2. マウスにおける免疫原性及びラ ットにおける過敏

症誘発原性の検定

C3H/He及 びC57BL/6Jマ ウスにおけ る7432-Sの

免疫原性をラ ットPCA(IgE応 答能の検定)とELISA

(IgA+IgG+IgM抗 体産生の検定)と で しらべ,対 照

薬CCL及 びCZXの それ と比 較 した。 免疫 期間 中に

C57BL/6Jマ ウスでは第1群 の1匹 が,ま た,C3H/He

マウスで は第1群 の1匹 および第V群 の3匹 が 死亡 し

た。死亡原因は不明であ るが,FCAエ マル ジ ョンの反

復注射に基づ く毒性死であろ うと推察 される。

1) ラ ッ トPCAに よる検定

上記3種 の セフ ェム系抗 生物 質のBGG結 合体をAl

(OH)3ゲ ル(C3H/Heマ ウ スの場 合),ま た はFCA

(C57BL/6Jマ ウスの場 合)と ともに注射 した動 物群で

は,そ れ ぞれ の ハ プ テ ンに対 す るIgE抗 体 が対 応

GpSAを チ ャ レンジす ることによ って高率 に検 出され

た(衰4)。 しか し,各 抗生物賞を含むFCAエ マル ジョ

ンの反復注 射を行 った動物 群では,CZX免 疫のC3H/

Heマ ウス(第V群)の1例 に検出 され た以外,IgE抗

体の産生をみとめることはで きなか った。

また,多 価誘 発原 を チ ャ レ ンジ した場 合に ラ ッ ト

PCAを 起 こ し得 る各 薬物-BGG結 合体に対す る抗血

清に,そ れぞれ対応す る薬物 を誘発原 として反応 させた

場合,PCAは 全 く起 こ らなか った。 この ことか ら,上

記3種 類 の抗生物質 はラ ットにおいてPCA誘 発原性を

持 たないことが明 らかにされ た。

2) ELISAに よ る検定

IgE抗 体のみを分 別定重 するラ ッ トPCAと 異な り,

Isotypeの 如何 に拘わ りな く抗体を検出 し得 るEL、ISA

で は,7432-S,CCL及 びCZXの いずれの抗生物質 に

対 して も,FCAと ともに注射 した場合には,両 系統の

マウスの全個体 に抗 体産 生がみ とめ られた(表5)。 抗

体価か ら判断 して,こ の条件 下におけ るこれ ら3種 の抗

生物質の免疫原性は互いに近似 してい ると判断 される。

3. 7432-Sハ プテ ンと他 の β-ラ クタム抗生物質ハ

ブテ ンとの間の免疫学的交差反応性

モルモ ッ トにおけ る同種PCAな らびに ラッ トにおけ

るPCA(マ ウスIgE抗 体 による)に よって7432-Sと

他の β-ラ クタム抗生物質 との間の免疫学的交差反応性

を検定 した。

1) モルモ ッ ト同種PCAに よる検定

抗体試料 として表6に 示 した各種BGG結 合体 に対す

る抗血清 プールを用 い,誘 発原 と して対応及 び非 対応

GpSA結 合体 をチ ャ レンジ した場合の抗 血清のPCA

抗体価 を検定 した。表6に 示 したように,7432-Sハ プ

テ ンとCZXハ プテンとの間に交差反応性がみ られた。

すなわち,抗7432-S-BGG血 清 とCZX-GpSAと の

組合せ,及 び,抗CZX-BGG血 清 と7432-S-GpSA

との組 み合わせでPCAが 観 察された。どち らの抗血清

プール も,GpSAを チ ャレンジ した場合 にはPCAを

起 こさなか った。但 し,7432-SとCZX両 ハプテ ン間

の交差反応性は,抗 血清の交差抗体価か らみてそれ ほど

強力なもの とは考え られない。7432-Sと 他の5種 類の

β-ラ クタム抗生物質ハ プテ ンとのあいだには交差反応

をみ とめ ることはできなか った。

2) マ ウスIgE抗 体 によるラッ トPCAで の検定

Al(OH)3ゲ ル に吸着 した各種BGG結 合 体に対す る

C3H/Heマ ウスの抗血清プールを用い,ラ ッ トPCAで

検 定 した結 果 を 表7に 示 した。7432-Sハ プテ ンは

CCL, CMZ, CET, PCG及 びLMOXの どのハプテ ン

との間に も交差反応性を示 さなかったのみな らず,モ ル
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Table 5 . Immunogenicity of 7432-S and other cephalosporin antibiotics in mice assayed 

by means of ELISA

*) Antibody titers against homologous GpSA conjugates.
**) Pooled serum consisted of equal amounts of 10 sera of a group.

Table 6. Immunological cross-reactivity of 7432-S hapten with other

β-lactam  antibiotic haptens assayed by means of allogeneic

4-h PCA in guinea pigs
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Table 7 . Immunological cross-reactivity of 7432-S hapten with other

β-lactam antibiotic haptens assayed by means of rat PCA

mediated by mouse IgE antibodies

*) 1mg/animal

モ ッ ト同種PCAで の検定結果 と異 な り,CZXハ プテ

ンとの間に も交差反応性を示 さなか った。CMZハ プテ

ンとの間には痕跡 的に色素漏 出がみ とあ られ る場合 が

あ ったが,明 確な陽性とは言えなか った。

4. ヒ ト赤血球直接クームス反応陽性化作用

MOLTHAN法 による赤血球 直接 クーム ス反応陽性 化

作用を表8に 示 した。対照薬 と して用いたCETは 終濃

度2.5～10mg/mlに て,PCGは20～40mg/mlに て

陽性反応 を呈 したが,7432-Sは40mg/mlの 高濃度

において も陽性反応を起 こさなか った。

III. 考 察

上述 の ように,モ ルモ ッ トにお いて7432-Sを 単独

で経 口的あるいは非経 口的に投与 した場合 は抗体産生 を

示 さなか った。ただ,FCAと のエ マルジ ョンと して投

与 した場合には,極 めて鋭敏なELISAに よれば少数例

にて若干の抗体活性が示 された。本実験において対照薬

として用いたCCLは 免疫 条件や検定方法 の如何を問わ

ず免疫原性 を全 く示 さなか った。 しか し,す で に報告 し

たよ うに,同 じ条件下にて他のセ フェム系薬物 にはより

強 い免疫原性が観察 され ている2)。 たとえば,CETは

FCAと ともに投与 した場合に,ま た,CMZはFCAの

有無に関係 な く,か な りの高頻度を以 ってシ ョックのた

めの能動感 作や血清IgG,PCA抗 体産 生をひ き起 こ し

た。 したが って,モ ルモ ッ トにおいて,7432-Sの 免疫

原性はCETやCMZ等 の市販 セフ ェム系抗生 物質のそ

れに比 べれば明 らか に弱い と判断される。7432-Sを 含

むエマ ルジ ョンをマ ウスに注射 した場合,C3H/He及

びC57BL/6Jの いずれの系統において も,IgE抗 体 の

産 生はみ とめ られなか ったが,ELISAに よ る総抗体活

性(IgA+IgG+IgM)の 検定で は,両 系統のマ ウスの全

例 に顕著 な抗体産生がみとめ られた。但 し,同 程度の抗

体 産生がCCLやCZXのFCAエ マル ジ ョンによる免

疫 群 に も観 察 され た ので,.こ の 条件 で の抗 体産 生 は

7432-Sに 限 った現 象 で は な い と言 え る。CETの

FCAエ マル ジ ョンで免疫 した場 合はC57BL/6Jマ ウ
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Table 8 . In vitro direct Coombs' reaction of human red blood cells

*) Initials of volunteers

**) Manufacturer A: Midori Juji

B: Ortho 

C: Tokyo Hyojun Kessei

スにて,CMZのFCAエ マ ルジ ョンで免疫 した場合 は

C3H/Heマ ウス にて,ELISA陽 性 抗体 の みで な く,

IgE抗 体 の産 生が高率 に観 察 され る こと6)と 比 較す る

と,マ ウスにお いて も7432-Sの 免疫 原性 は これ ら2

種類の市販セフェム系抗生物質のそれに比べて弱 いと判

断される。7432-SのFCAエ マル ジ ョンで免疫 して得

た抗血清の抗体活性をELISAで 検 定 した場合,マ ウス

抗血清では明 らか な陽性(抗 体価1,000～10,000倍)を

観察する ことが で きたの に対 し,モ ルモ ッ トでは10例

中2例 にわずかな抗体産生(抗 体価100倍)が み られ た

に過ぎなか った。材料 と方 法の項 に記 したよ うに,モ ル

モッ ト血清につ いてのELISA陽 性の判定基準がマウス

血清についてのそれ と異な っているが,こ の ことが こう

した結果の差を もた らしたのではないか との疑問が生 じ

る。判定基準を違え たのは,Nunc社 のプ レー トへのマ

ウス γ-グ ロブ リンの非特異的吸着が強 く,血 清希釈度

の低い場合,正 常血清によ って も酵素反応が強 く起 こる

ため判定が不能にな ったか らであ る。1,000～10,000倍

とい う高希 釈度 にお いてはマ ウス正常血清 によ る非特異

反応 は著 しく弱 くな り,こ れ らの 希釈倍数 で は,モ ル

モ ッ ト血清 と同 じ判定基準 に従 って も,明 らかな抗体活

性を読み取 る ことがで きた。従 って,モ ルモ ッ ト抗血清

とマ ウス抗 血清 との間にみ られた結 果の相違は,判 定基

準の差に基 づ くものではな く,こ れ ら2種 の動物におけ

る抗体産生 の差 によるものであろ う。

7432-SはPCG, CET, CMZ, CCL及 びLMOX

との間に免疫学的交差反応性 を示 さなか った。 この こと

はモルモ ッ トPCAに おいて もラ ッ トPCAに おいて も

観察された。 ただ,CZXと の間の交差反応性はモルモ ッ

トPCAに おいては明 らかで あった(程 度の上 で強 くは

な い)が,ラ ッ トPCAで は全 くみ とめ られなか った。

我 々は,さ きにBenzylpenicilloyl (BPO)ハ プテ ンと
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CETハ プテ ンの間の交差反応性が,テ ス トに用 いる抗

BPO抗 体 試料 如何 によ って一定 しない ことを報 告 し

た7)が,本 報告における差異 もそれに類 した現象 であろ

うと考え られ る。

以上 のよ うに,7432-Sは 免疫原性 にお いて も過敏症

誘発原性 において も,他 のセフェム系抗 生物質 と比べて

特筆 すべ き問題を示 さなか った し,市 販 の β-ラ クタム

抗生物質 との免疫学的交差反応性 も,7位 側鎖が類似 し

ているCZXと の間に若干 みとめ られたのみであ り,問

題視 するには及ば なか った。 さらに,in vitro直 接 クー

ム ス反応 陽性化作 用 もみ とめ られ なか った。 これ らの

非臨 床 試験 結 果 を総 括 して,臨 床 使用 に 際 して も,

7432-Sが 市販の抗 生物質 に比べて ア レル ギー性副 作

用を多発す るとは考 え難 い。

(実施期 間:1985年11月 ～1986年11月)
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IMMUNOLOGICAL PROPERTIES OF 7432-S, A NEW 

CEPHALOSPORIN ANTIBIOTIC AGENT FOR ORAL USE

MINORU HARADA, MASAFUMI NAGATA, AKIRA WATANABE 
and MITSUO TAKEUCHI 

Shionogi Research Laboratories, Shionogi& Co., Ltd. 
5 -12-4, Sagisu, Fukushima-ku, Osaka 553, Japan

The immunological properties of 7432-S, a newly developed cephalosporin antibiotic agent for 

oral use, were examined in reference to cefaclor (CCL). 

1 ) Immunogenicity in guinea pigs : No antibody response to 7432-S was shown by active 

systemic anaphylaxis, 24-h passive cutaneous anaphylaxis (PCA) and enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA), when guinea pigs were immunized with multiple oral or intramuscular 

administrations of unconjugated 7432-S. However, weak but definite antibody production was 

detected by the most sensitive assay, ELISA, in a few animals which had been immunized with 

repeated intraperitoneal injections of 7432-S emulsified with Freund's complete adjuvant (FCA). 

Under the same immunizing conditions, CCL did not produce antibodies. However, making 

reference to our previous finding that cefalothin (CET) and cefmetazole (CMZ) induced much 

more potent immune responses under the same conditions, 7432-S is less immunogenic than 

these commercial antibiotic preparations. 

2) Immunogenicity in mice : When C 57 BL/ 6 J mice were injected with FCA emulsion 

containing 7432-S, CCL, or ceftizoxime (CZX), antibody response was detected to each 

antibiotic agent by means of ELISA but not by rat PCA. Similar results were obtained in C3H/ 

He mice which had been immunized to 7432-S, CCL or CZX with the exception of production 

of anti-CZX IgE antibody in only one animal. 

3) Hypersensitivity-eliciting antigenicity : Oral and intravenous challenge with unconjugated 

7432-S to guinea pigs presensitized actively with 7432 -S-BGG (BGG : bovine ƒÁ-globulin) 

conjugate did not elicit systemic anaphylaxis. Similarly, challenge with plain 7432-S did not 

provoke PCA in guinea pigs which had been locally sensitized with anti-7432-S-BGG serum. 

Also, 7432-S as well as CCL and CZX did not elicit PCA in rats which had been sensitized 

passively with mouse antiserum to the homologous antibiotic-BGG conjugate. These results 

indicate that 7432-S does not have hypersensitivity-eliciting antigenicity. 

4) Immunological cross-reactivity of 7432-S hapten with other ƒÀ-lactam antibiotic haptens : 

Immunological cross reactivity of 7432-S with six other ƒÀ-lactam antibiotics, i.e, CCL, CZX, 

penicillin G (PCG), CET, CMZ and latamoxef (LMOX), was examined by means of 4-h PCA 

in guinea pigs and 24-h PCA in rats mediated by guinea pig IgG1, and mouse IgE antibodies, 

respectively. Antisera to antibiotic-BGG conjugates were used as the antibody preparations and 

antibiotic-GpSA (GpSA : guinea pig serum albumin) conjugates were employed as elicitors. In 

guinea pig PCA, 7432-S hapten cross-reacted with CZX hapten but not at all with the other 

antibiotic haptens. In rat PCA, however, no cross reactivity was observed between 7432-S and 

other haptens. 

5) Activity to produce in vitro direct Coombs' reaction : The activity of 7432-S to produce 

direct Coombs' reaction was compared with those of CET, CMZ, PCG and LMOX using human 

red blood cells. CET and PCG produced a positive reactions at the final concentrations of 2. 5 to 

10 mg/ml and 20 to 40 mg/ml, respectively. However, 7432-S as well as CMZ and LMOX did 

not cause a positive reaction even at 40 mg/ml.


